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 توسعه ای □کاربردی   ■نظری    □بنيادی  □ :  نوع تحقيق( 1  

 

 

 : پايان نامهني شده برای انجام (  زمان پيش بي2
 

  ماه 21الی  21

 

 تعریف مساله و بیان سؤالهای اصلی تحقیق: (3
 

زنجیره  8دارای هیدرولازها  /βα باشند. ساختار معمولهیدرولازها می /βαلیپازها از لحاظ ساختاری عضو خانواده بزرگ 

ای صفحه βزنجیره  8است. این  αو تعدادی مارپیچ  (ته استکه فقط زنجیره دوم در جهت موازی مخالف قرار گرف) βموازی 

شود. در دو طرف این می βای بین اولین زنجیره و آخرین زنجیره درجه 09سازند که مایل است و منجر به ایجاد زاویه را می

در یک سوی صفحه  αمارپیچ گیرند که اولین و آخرین ی قرار میبه صورتها گیرند. این مارپیچقرار می αهای زنجیزه βصفحه 

β های مرکزی و سایر زنجیرهα فعالیت . یرندگدر سوی دیگر آن قرار میα/β تایی کاتالیزی هیدرولازها بر پایه یک جایگاه سه

دوست )سرین، سیستئین یا آسپارتات(، یک اسیدآمینه اسیدی )آسپارتات یا گلوتامات( و آمینه هستهاست که شامل: یک اسید

دوست، اسیدآمینه اسیدآمینه هسته بیبه ترتهیدرولازها  α/βباشد. این سه اسیدآمینه در ساختار اولیه نه هیستیدین میاسیدآمی

قرار دارد.  Gly-X-Ser-X-Glyاسیدی و هیستیدین نام دارند که اسیدآمینه هسته دوست سرین معمولاً در پنتا پپتید حفظ شده 

در این آنزیم همانند سایر لیپازهای باسیلوسی گلیسین اول  روبی حفاضت شده می باشد.این توالی در بسیاری از لیپازهای میک

این توالی  .(Ala-Xaa-Ser-Xaa-Glyناحیه هسته دوست، با یک آلانین جایگزین شده است ) Gly-X-Ser-X-Glyپنتاپپتید 

 بیترت به Xaaفته است. در این توالیدر عمق هسته مرکزی قرار گر β5و زنجیره  α4ناحیه زانوی هسته دوست بین مارپیچ 

آنزیم در این تحقیق برای پی بردن به علت تفاوت این توالی پنتاپپتیدی در  باشند.اسیدآمینه هیستیدین و اسیدآمینه گلوتامات می

بودن این  conserve، با اعمال جهش در ژن تولید کننده آنزیم برآنیم که دریابیم چرا باوجود لیپاز باسیلوس ترموکاتنولاتوس

توالی، در این گونه باکتریایی تفاوت هایی مشاهده می شود. از اینرو این توالی با موارد مشابه در دیگر گونه ها که لیپاز مطلوبی 

همچنین برآنیم که اثر این تغییرات را در تغییر ساختمان  و در بیوتکنولوژی به وفور استفاده می شوند جایگزین می گردد. دارند

 خصوصیات کینتیکی آنزیم بررسی نماییم. فضایی و
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 ( سابقه و ضرورت انجام تحقيق :         4

امروزه دانش آنزيمولوژي تحول عميقي در صنايع و بيوتكنولوژي ايجاد  

ميلادي تنها  ۰۶نموده است. درآمد حاصل از آنزيم هاي صنعتي تا دهه 

شد چشمگير اين صنعت در سالهاي چند هزار دلار در سال بود اما با ر

ها با اخير اين درآمد افزايش يافته است. امروزه بيشتر آنزيم

هاي مهندسي فرمانتاسيون مواد با پايه زيستي تهيه مي شوند. تكنيك

هاي هاي صنعتي بسيار كارآمد هستند. آنزيمپروتئين براي توليد آنزيم

هيدروليتيكي همچون پروتئازها، آميلازها، آميدازها، استرازها و 

درصد(  ۵۷هاي صنعتي )حداقلاي از داد و ستد آنزيمليپازها بخش عمده

در اين ميان ليپازها به خاطر كاربرد گسترده در  را در بر مي گيرند.

ها ، صنايع غذايي ، صنايع كاغذ صنايع مختلف از قبيل توليد شوينده

ازي و غيره اهميت فراواني داشته و به عنوان موضوع مهمي تحت س

 مطالعه و بررسي هستند.

ليپازهاي ترموفيل بدست آمده از منابع ميكروبي براي كاربردهاي 

توانند با هزينه كم توليد بيوتكنولوژي بسيار سودمند هستند زيرا مي

اي اخير اي از خود نشان دهند. در سالهشده و پايداري بهبود يافته

هاي صنعتي هاي مقاوم به حرارت در زمينهتقاضاي زيادي براي آنزيم

ايجاد شده است. بنابراين ليپازهاي مقاوم به حرارت از منابع 

 يابي شده است. گوناگون خالص و خصوصيت

در اين تحقيق كار بر روي يك ليپاز ترموفيل كه از باكتري باسيلوس 

گيرد كه با توجه به مطالب ذكر شده ميترموكاتنولاتوس گرفته شده صورت 

هاي هاي ليپاز در كشور و هزينهدر بالا و از طرفي عدم توليد آنزيم

بسيار زيادي كه صرف واردات آنزيم ليپاز مي شود، تحقيق و بررسي اين 

هايي در جهت كمك به توليد اين آنزيم در كشور آنزيم و برداشتن گام

 ضروري به نظر مي رسد.

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 4 

 

 

 



 5 

 هر فرضيه به صورت جمله خبری نوشته شود . () : ( فرضيه ها 5

 

 هیدرولازها قرار می گیرند. /βαاز نظر ساختار، لیپازها در گروه ( 2

 هایی در بخشلوپ به صورتهیدرولازها دارای ضمائمی بنام سرپوش، کلاهک هستند که  α/βبسیاری از اعضای خانواده( 1

 گیری آنزیم دارند.کربوکسیلیک پروتئین قرار دارند و نقش مهمی در شکل

دوست، یک اسیدآمینه آمینه هستهتایی کاتالیزی است که شامل: یک اسیدهیدرولازها بر پایه یک جایگاه سه α/βفعالیت ( 3

 باشد.اسیدی و اسیدآمینه هیستیدین می

 قرار دارد. Gly-X-Ser-X-Glyاپپتید حفظ شده اسیدآمینه هسته دوست سرین معمولاً در پنت( 4

قرار گرفته و یک موتیف ساختاری بنام زانوی  αو مارپیچ  βدوست در یک لوپ بین زنجیره اسیدآمینه کاتالیزی هسته( 1

 آورد.می به وجودرا  دوستهسته

م آزاد بوده و از یک طرف به اسیدآمینه دهد که در جایگاه فعال آنزیدوست اجازه می( زانوی هسته دوست به اسیدآمینه هسته6

 هیستیدین و از طرف دیگر به سوبسترا دسترسی داشته باشد.

شوند، معمولاً پایداری ترمودینامیکی بالایی در دماهای بالا و ( گرفته میدوست گرمای ترموفیل )هایباکترهایی که از پروتئین( 7

 دهند.ی آلی از خود نشان میهاحلال

 310-و هیستیدین 328-، آسپارتات224-همانند سایر لیپازها از سرین عال آنزیم لیپاز باسیلوس ترموکاتنولاتوسجایگاه ف( 8

 تشکیل شده و با وجود این تشابه، توالی ناحیه نوکلئوفیلیک این آنزیم با بسیاری از لیپازها متفاوت است.
 

 

 

 

 ( هدف ها :  6

ي هسته دوست آنزيم ليپاز در اين تحقيق هدف اعمال جهش در ناحيه زانو

باسيلوس ترموكاتنولاتوس و سپس اثر اين تغيير بر ساختمان دوم و سوم 

 آنزيم و فعاليت آن مورد بررسي قرار مي گيرد. 

 

 

 ( کاربردهای متصور از تحقيق: 7

به كوفاكتور ،  عدم نيازليپازها به دليل خصوصيات مطلوبشان از قبيل 

 هاي غير معمول، ر محيطپايداري و فعاليت كاتالتيكي د

طيف وسيعي از سوبستراها را هيدروليز مي كنند و درصنايع گوناگون از 

 جمله توليد شوينده ها، صنايع كاغذي، صنايع غذايي و 

غيره كاربردهاي مختلفي دارند، از لحاظ اقتصادي بسيار مورد توجه

 اند.

اينكار  باشد و برايمهمترين كاربرد ليپازها در توليد شوينده مي

هاي ترموفيل و ليپاز بايد به حرارت مقاوم باشد به همين دليل آنزيم

اند. ها بسيار مورد توجه قرار گرفتهموجودات توليدكننده اين آنزيم

كند، باكتري باسيلوس هايي كه ليپاز ترموفيل توليد مييكي از باكتري

درجه  06الي  0۶ترموكاتنولاتوس است. فعاليت مطلوب اين ليپاز در 

 سانتيگراد است.
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 :  پايان نامه( مراجع استفاده کننده از نتيجه 8
  

 در صورت حصول نتایج مورد انتظار، از این لیپاز مهندسی شده می توان در

 صنایع تولید مواد شوینده، (2

 صنعت پارچه  (1

 تواید پلیمر های قابل تجزیه (3

 (تولید بیودیزل ها4

 استفاده نمود. 
 

 

 

 ش انجام تحقيق: رو (9

 
 ( روش و ابزار گرد آوری اطلاعات :9ـ1    

 الف( فاز مطالعاتی

 Swiss-Pdb viewerو Editseq استفاده از نرم افزار های بیوانفورماتیکی نظیر

 YASPINو  PSSPREDاده از پایگاه های اطلاعاتی اینترنتی استف

 ( فاز آزمایشگاهیب

 PCRیم مورد نظر از طریق از باکتری و حصول ژن آنز DNAاستخراج 

 کلون سازی ژن مورد نظر به درون وکتور مناسب

 اعمال جهش روی ژن مورد نظر با استفاده از جهش زایی تغییر سریع

 تایید جهش از طریق تعیین توالی ژن

 به باکتری و حصول پلازمید موتانت PCRانتقال محصول 

 وترکیبانتقال پلازمید به سلول یوکاریوت و حصول پروتئین ن

 بررسی های ساختاری و کینتیکی آنزیم
 

 

 

 ( روش تجزيه و تحليل داده ها2-9
 

، و نيز از طريق مقايسه های ساختاری و عملکردی پروتئين های طبيعي و موتانت صورت مي  SPSSتحليل داده ها با استفاده از نرم افزار 

 گيرد.
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 عي ( :قلمرو تحقيق ) زماني ، مکاني ،  موضو (9ـ3

 

 

 

 

 

 ( جامعه آماری و روش نمونه گيری11

 اين بخش مختص رشته های علوم انساني است.
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 ( جنبه جديد بودن و نوآوری تحقيق از منظر دانشجو :ز

 

ولکول قابل ذکر است که تا کنون تغییری در ناحیه زانوی هسته دوست این لیپاز و جایگزینی آمینواسیدها در این بخش از م

 گزارش نشده است و این تحقیق برای اولین بار انجام خواهد شد.   
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